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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Konjugaten aus Neoangiogenese-Markem und Wirkgruppen zur Diagnose und/oder 
Therapie von Tumoren, sowie neue Neoangiogenese-Marker-Konjugate, diese Verbindungen enthaltende Mittel und Verfahren zu ihrer 
Herstellung. 
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Verwendung von Neoangiogenese-Markern fiir Diagnose und 
Theraple von Tumoren 

5 Die Erfmdung betrifft den in den Patentanspruchen gekennzeichneten 
Gegenstand, das heiUt die Verwendung von Konjugaten aus Neoangiogenese- 
Markern bzw. Teilsequenzen von Neoangiogenese-Markern und Wirkgruppen 
zur Diagnose und Tlierapie von Tunnoren. 

10 Benigne und maligne Tumoren sind weit verbreitete Krankheiten in den 
Industrienationen. Maligne Formen stellen eine der haufigsten Todesursachen 
dar. 

Eine Behandlung von Tumoren erfolgt derzeit auf drei unterschiedlichen Wegen. 

15 Diese sind cliirurgische Entfernung des Tumors, Chemotherapie und 
Strahlentherapie. Die genannten Methoden sind jedoch mit einer Vielzahi von 
Nachteilen behaftet und fuhren nur in einer sehr begrenzten Anzahl von Fallen 
zum Erfolg. Bei der chirurgischen Entfernung eines Tumors sind wesentliche 
Voraussetzungen die eindeutige Lokalisierung - der Lasion und die ..gute 

20 Zuganglichkeit des zu opei-ierenden B6reiches. Bei der Chemotherapie sind in 
aller Regel grax^ie'rende systemische- Nebenwirkungen in Kauf zu nehmen. In der 
Strahlentherapie tritt haufig der Fall ein, daR hypoxische Tumoren nicht auf die 
Therapie ansprechen bzw. daa nicht-hypoxische Lasionen im Verlauf dei^ 
Theraple hypoxisch werden und nicht vollstandig zerstort werden konnen. Es 

25 kommt dann in aller Regel zu einem Rezidiv. 

Stand des Wissens ist,..:daB- Tumore fur ihre Versorgung auf BlutgefalSe 
angewiesen sind (J. Folkman, Ann. Intern. Med. 1975. '82: 96-100; J. Folkman, 
R.S. Cotran, Int. Rev." Exp. Path. 1976. 16: 53-65). Urn schneller wachsen zu 
30 kdnnen. sezernieren . Tumdre Substanzen. die zu GefaBneubildung 
(Neovaskularisieaing) fuhren (M.A.J. Gimbrone et al.. J. Exp. Med. 1972, 136: 
261-276). Bekannte Inhibitoren des Gefaliwachstums sind Angiostatin (M.S. 
O'Reilly et al.. Cell 1994. 79: 315-328) und Endostatin (M.S. O'Reilly et al., Ceil 
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1997, 88: 277-285). Die Therapie von Tumoren mit diesen 
Wachstumsinhibitoren fiihrte in Tiermodellen zu gewissen Erfolgen, die aber 
. noch nicht als ausreichend anzusehen sind (M.S. O'Reilly et al., Nat. Med. 1996. 
: 2: 689'692). Taxol (Paclitaxel) hat sich in Tierversuchen als sehr wirksamer 
,5 Angiogeneshemmer erwiesen, vor allem fur Brusttumoreh. Epothilone binden 
noch besser an Mikrotubuli-Bindungssteilen, die im Arigiogeneseprozefi eine 
Rplle spielen gnd konnen sogar Taxoi aus seiner Bindung verdfangen (D.M. 
Bollag et al., Cancer Res. 1995, 55: 2325-2333). Epothilone zeichnen sich durch 
eine hohe cytotoxische Aktivitat aus (G. .H6fie et at:; Angew: ChenT. 1996, 108: 
; 10 1671-1673;. M.R. Grever et al., Semln. Oncol, 1992, 35: 1567-1569). Ein 
Beispiel fur einen Rezeptor, der ausschlieaiich in neu gebildeten (Befallen 
exprimiert wird und nicht in Gefaften, die wahrend des nbrmalen Wachstums 
entstehen. ist Jhy-1 (Lee et al,, Circ. Res. 1998, 82: 845-851). Antikorper bzw. 
- . Antikorperfragmente .gegen Thy-1 sind daher speziflsche Marker fur 
15 Neoangiogenese. Der naturliche Ligand fur Thy-1 ist bisher nicht bekannt. 
iWeiterhin wurden genthgrapeutische Ansatze ' beschrieben, die auf die 
Unterbindung der Nepvaskularisierung abzlelen (F. Griselli et al.. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1998, 95: 6367-6372). Aber auch diese Verfahren haben 
bislang jedoch nicht zu Qberzeugenden Erfolgen gefQhrt. 

. • 20 ... . .. , ■ 

Aufgat>e der vprliegend.en Erfindung war es daher, Verbindungen zu finden, die 
• : . zur therapeutischen Behandlung von Tumoren geeignet sind und die die 
Nachteile der Vorgehensweise des Standes der Technik uberwinden. 

- 25 Diese Aufgabe wjrd durch die vorliegende Erfindung gelost. 

Es.wurde gefunden, daB Konjugate aus Neoangiogenese-Markern, und einer 
Oder mehrerer Wirkgruppen hervorragend zur Diagnose und Therapie von 
Tumoren geeignet sind. . , 

.30 ... 

Die Erfindung betrifft somit neue Konjugate aus Neoangiogenese-Mafkern und 
mindestens einer Diagnose- und/oder Wirkgruppe, Verfahren zu deren 
Herstellung, diese Konjugate enthaltende Mittel, sowie deren Verwendung in der 
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Diagnostik und Therapie. 

Es wurde gefunden, daB Konjugate aus Neoarigidgehese-Markem". und einer 
Wirk- bzw. Diagnostikgruppe sich nach systemischer (intravendser Oder 

5. intraarterieller) oder lokaler (ihtersititielier Oder " intrafurrioraler) Injektion in 
Geweben anreichern, in denen ' vermehrt Neo'angiogehese stattfindet. 
Neoangiogenese-Marker sind Verbindungeh, die siclr speziell in Gebieten von 
GefaRneubildungen anreichern, die 'nicht mit Bereichen der ' naturlichen 
GefaBbiJdung Jn'der'.embryonalen Phase (Angiogenese) identisch sind. 

ip .Nepangiogenese findet praktisch ausschliefilich in Tumoren statt (Lee et al., 
Circ. Res. 1998; 82:8&-85^ 

Gberraschenderweise behalten die Neoangiogenese-Marker trotz Kopplung an 
eine Wirkgruppe ihre hohe Spezifitat. so daft auch bei geringer Dosierung eine 

15 therapeutisch wirksame Anreicherung ' der Wirkgruppe am Zielort erreicht 
werden kann. Auch ist die Verweilzeit der' Konjugate lang genug, um den 
gewOnschten therapeutischen Effekt zu ^^rzieien. Die Kbn^entration in anderen 
Geweben erreicht bei dieser Dosierung keine toxisch'e Konzentrationen, 
insbesondere auch deswegen," well die nicht an die Rezeptorzellen bindenden 

20 Wirkgruppen enthaltenden Konjugate Oberraschend schneil aus dem Korper 
eliminiert werden urid damit die durch 'ungebundenes' Konjugat verursachte 
Belastung for den Patienten miniirial ist. Die beobachteten systemischen 
Nebenwirkungen sind' daher gering. • . 

25 Oberraschehderweise werden darOber hiriaus 'einige der erfindungsgemaften 
Konjugate nach Bindung an die Rezeptoren als Substanz-Rezeptor Komplex in 
die Zelle aufgenommen.'Somit gelingt es nicht hur. die Wirkgruppen gezielt an 
den Krankheitsherd zu transportieren, sondern auch intrazelluiar zu deponieren. 
Vor allem bei solchen Wirkgruppen, welche'weniger gut vertraglich sind und 

.30 . vornehmlich intrazellular ihre Wirkungen erzielen, ist dies fur eine Therapie von 
entscheidendem Vorteil. 



Als Neoangiogenese-Marker seien beispielhaft die folgenden Verbindungen 
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genannt: Antikorper* Oder deren single-chain Fragmente oder losiiche 
' rekorhbinante Rezeptoren bzw. am Rezeptor bindende Substrate., die sich 
. richten gegdn VEGF{-A;-B.-C,-D), .gegen PIGF, aFGF, bFGF, PDGF, TGF-a. 
TGF-p, HGF, IGF-I, 'B61/LERK-1. Flk-1, Fik-1/KDR, G-CSF, GM-CSF, TNF-a, 

5* MCP-1,* 'lL-8, PD^ECGF, Tie-f, Tie-2 und Thy-1 sowie die Verbindungen 
Paclitaxel' und Derivate, Epothiion und Derivate. Auderdem kommen in Frage 
die antiangiogeneh Faktoren Endostatin, 16 kDa Prolactin Fragment, Fibronectin 
Peptide, T1MP1,2,3,4, PAi-1 und 2/PF4, IP-10; Gro-p, Angiopoetin 2, Fumagillin 
(AGM1470), SCE. (Shark Cartilage Extraet);- Thrdr^ 2- 

10 Methoxyestradiol und Genistein; ^ ■ ^ • or r; rr. : vs .t 

Als ' Wirkgruppen' kommen in Frage Chemoterapeutika,- . radio-oder 
phdfosensibilisierende Substanzen- wie z;B. Nitroimidazol oder Porphyrine, 
Antikorper, Antikorperfragmente, Peptide, Kohlenhydriate oder Oligonukleotide, 
15 Die Wirkgruppen konnen aber auch radioaktive Metallisotope und deren 
Metalikomplexe sowie radioaktive Isotope verschledener Nichtmetalle sein, 
wofaei letztere ehtweder "direkt oder uber einen geeigneten Rest an den 
Neoangiogen^se-Marker gebunden sind. - 

Erfindungsgemad verwendbar sind Konjugate mit einer oder mehreren 
20 Wirkgruppen, die uber geeignete Trager, z.B. Polymere, gebunden sein konnen. 

Als Chembtherapeutika seieh beispieihaft genannt Vinblastin, :. Doxorubicin, 
Bleomycin, Methotrexat, S.Fluorurabil, 6-Thioguanin, Cytarabin, 
Cyciophosphamid und Cisplatin, sowie" weitere * konventionelle 
25 Chemotherapeutika (siehe z.B. Cancer: Principles and Practice of Oncology, 
2ed ed., V.T. De Vita, Jr., S. Hetlman, S.A. Rosenberg, J.B. Lippincot Co., 
Philadelphia, PA, 1985, Kapitel 14). Unter den genannten bevorzugt ist Cisplatin 
bzw. Platinderivate. ' ' 

30 Als Wirkgruppe sind weiterhin in experimentellen Studien verwendeten 
Arzneimittel, wie z.B. Mercaptopurin-, N-Methyl-Formamid-, 2-Amino-1,3,4- 
thiadiazol-, Melphalan-, Hexamethyimelanin-, Gailiumnitrat-, 3% Thymidin-, 
Dichlormethotrexat-, Mitoguazon-, Sumarin-, Bromdeoxyuridin-, loddeoxyuridin-, 
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Semustin, 1 -(2-Chlorethyl)-3-(2,6-dioxo-3-piperidyl)-1 -nitfosoharnstoff-. N,N'- 
Hexamethylen-bis-acetamid-, Azacitidin-,- . , . Dibjomdulcitol-, Erwinia- 
Asparaginase-. Ifosfamid, 2-Mer.captoethansulfonat-, Teniposid-, Taxol-, 3- 
Deazauridin-, Folsaureantagonist-, Homoharringtonin-, Cyclo-pytidin-, Acivicin-. 
5 •-ICRF-187-, Spiromustin-, Levamisol-, Chlorozotocin-, Aziridinylbenzochinon-, 
- ■-■ : Spirogermanium-, Aclarubicin-, Pentostatinr, PALA-, Carboplatin-. Amsacrin-, 
-iosf!-..' 1-Caracemid-, Iproplatin-, Misonidazol-. . ,.Dihydro-5-azacytidin-, 4'-Deoxy- 
.-^-'t; : . doxorubicin-, Menogaril- Triclribinphosphat-, Fazarabin-.Tiazofurin-. Teroxiron-, 
ni ■ Ethiofos-, - .)Nt(2-HiydFOxyetliy!>2-.nitro-1H-im . Mitoxantron-, 

10 Acodazol-, Amonafid-, Fludarabinphospha,t-, Pibenzimol-, Didemnin B-, 
Merbaron-, Dihydrolenperon-, Flavon-8-essigsaure-, Oxantrazol-, Ipomeanoi-, 
. jo-o ;. . Trimetrexat-, Deoxyspergualin-, Echinomyzin. und Dideoxycytidin (vgl. NCI 
- nnyn ' Investigational Drugs, Pharmaceutical Data 1987, NIH. Publication No.88-2141, 
. -- . Revised November 1 987). . 

Als Wirkgruppe geeignet sind weitechin...Antisense-0!igonLicleotide; Aptamer- 
Oligonucieotide; PTK-Blocl<er,-wie z,B.. Quercetin, ^ Genistein, Erbstatin, 
Lavendustatin A, Herbimycin A oder Aeop!ysip:.1 oder synthetisclie PTK-Blocker 
wie z.B: Tyrphostine, S-Aryl-Benzylidenmalononitril-Verbindungen Oder 

20 Benzylidenmalononitril (BMN)-Verbinc!ungen. 

Als Wirkgruppe kommen auch in Frage Radionuklide enthaltende Gruppen. 
ErfindungsgeraaR> einsetzbare Radicpuklide umfasse.n Alpha-, Beta- und/oder 
Gamma-Strahler, Positronen.Strahler, Auger-Elektronen.Strahler, Rontgen- 
Strahler und Fluoreszenz-Strahler, wobei beta- oder alpha-Strahler fur 

25 therapeutische Zwecke bevorzugt sind. . . 

Entsprechende Radionuklide sind dem. Fachmann bekannt und umfassen 
Radionuklide der Elemente Ag. As, At, Au, Ba, Bi, Br, C, Co, Cr, Cu, F, Fe, Ga. 
Gd. Hg, Ho. I, In, Ir, Lu, Mn. N, O. P. Pb, Pd, Pt, Pm. Re. Rh. Ru, Sb, Sc, Se, 
Sm, Sn, Tb. Tc oder Y. 

30 . .- • . •. .. ... . . 

Da bei Beta-Emittern der Dosisabfall sehr steil ist, sind Isotope, die sowohl Beta- 
als auch Gamma-Strahlung emittie.ren. (z.B. Rheniurn-, Yttrium- oder 
Indiumisotope) besonders bevorzugt. 
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Die Bindung des Radionuklids an den Neoangiogenese-Marker-Rest erfolgt 
" ehtweder direkt oderi- insbesondere bei metallischen Radionukliden, wie z.B. 
■ einem Nukiid der Elemente Ag, As, At, Au, Ba, Bi, Br, C, Co, Cr, Cu. F, Fe. Ga, 
5 Gd. Hg, Ho, I, In, Ir. Lu, Mn. N. O, P, Pb, Pd, Pt, Pm, Re, Rh, Ru, Sb, Sc, Se, 
Srri, Sn, Tb", Tc oder Y - uber einen entsprechenden Komplexbildner, der an den 
Neoangiogenese-Marker gekoppelt ist. Gleiches gilt fur Metalle, die als 'MRI- 
Kontrastmittel geeignet sind; In beiden Fallen besonde.rs bevorzugt sind 
~ ' ■ Derivate von DTPA, EDTA, TTHA sowie makrozb^kli^che Ligjanden wie DOTA. " 

Auf Grund ihrer leichten Detektierbarkeit eignen sich Konjugate mit 
Radionukliden . besonders gut, da ein . Therapieerfolg . leicht _mit 
radiodiagnostischen Methoden uberwacht warden kann. Besonders empfihdiich 
sirid aber auch Ultraschall- und Nahinfrarot-detektierende Komponenten. 

Als- i-adiosensibilisierende Wirkgruppen. kommen bevorzugt in Frage 
* ■ Nitroimidazolderivate Oder andere Verbindungen, . die in der Lage sind, bei 
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen freie Radikale abzMspalten. 

20 Als photo^ensibilisierende Wirkgruppen kommen bevorzugt in Frage 
Porphyrinderivate Oder andere - Verbindungen, die in der Lage sind, bei 
Bestrahlung mit Licht freie Radikale abzuspalteri. ..... 

■ Somit betrifft die Erfindung- neue Neoangiogenese-Marker-Konjugate der Formel 

25 l-IV - " - - . • ■ .•; 

N-(L^-W.^)„ 0) 

{U-U)n-Z-{\J^\N% .. . (") 

30 

[(N-L^)n^P'3o-Z.-IPM.L'-W%lp . (Ill) 

[(N - L')n-P']o -R-Q - [P^-(L' - w2)„1p (IV) 
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worin 

N fur einen Neoangiogenese-Marker-Rest abgeleitet von Neoangiogenese- 
Markern. Neoangiogenese-Marker-Teilsequenzfen.-: Neoangiogenese-Rezeptor- 
5 Agonisten oder Antagonisten steht. 
.g, \J fur eine direkte Bindung oder ein BrOckengiied-. wobei und auch identisch 
sein konnen, ■ ■ ' ■. . . - 

fur eine Zintraieinheit, z.B. ein Kohlenstdff-, Stickstoff.. Phosphor-. Sauerstoff-. 
Schwefelatbm/eir/e' Aik9i-'bder Arylgruppe, die von Heteroatomen unterbrochen 
Oder mit Heteroatomen substituiert sein kann, und die linear oder verzweigt sein 



? /"I IV 

Z 



10 



kann, 

''^P^ p2 fur Polymere steht. die verschieden oder gleich sein konnen, . 

fur eine Wirkgruppe steht. die ein Diagnostikum oder Therapeutikum darstellt. 
15 wobei das Diagnostikum ein MRI. Rontgen-. Ultraschall- oder Nahinfrarot- 
Kontrastmittel darstellt und das Therapeutikum ein Chemotherapeutikum. ein 
Zytostatikum. einen PTK-Blocker. Wachstumsfaktorenhemmer, oder ein Anti- 
Proliferativum darstellt, ■ :: • • . 

fur eine Wirkgruppe steht, die ein Diagnostikum. d.h. ein MRI. Rontgen-, 
20 Ultraschall- oder Nahinfrarot-Kontrastmittel darstellt oder ein Radionuklid der 
Elemente Ag. As. At. Au, Ba. Bi, Br. C. Co. Cr. Cu. F, Fe. Ga, Gd, Hg. Ho. I. In. 
Ir. Lu. Mn, N. O, P. Pb. Pd. Pt, Pm,- Re, Rh. Ru. Sb. Sc. Se. Sm, Sn. Tb, Tc oder 
Y enthalt oder die abgeleitet ist von einem Arzneimittel. z.B. einem 
Chemotherapeutikum. einem Zytostatikum, einem;. PTK-Blocker, 
25 Wachstumsfaktorenhemmer oder einem Anti-Proliferativum, 
R. Q far Briickenglieder stehen. die so beschaffen sind. dali die Bindung im Korper 
aufgespalten werden kann; z.B. kann R-Q eine Disulfidgruppe sein oder eine 
Amid-. Ester-. Anhydrid, Thioamid-. Thioanhydrid- oder Hamstoffgruppe sein. 
n bevorzugt fur die Ziffern 1 bis 1 00 steht. 
m 30 bevorzugt fur die Ziffern 1 bis 100 steht. 
o* bevorzugt fur die Zifferri Ibis 100 steht,- 
p bevorzugt fur die Ziffern 1 bis 100 steht. 
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Als Neoangiogenese-Marker seien beispielhaft die folgenden Verbindungen 
genahnt: Antikdrper - Oder deren single-chain Fragmente oder losliclie 
rekombinante Rezeptoren. bzw. am. Rezeptor bindende Substrate, die sicfi 
richten gegeh VEGF(-A.-BrC,-D), gegen PIGF, aFGF, bFGF. PDGF, TGF-a. 
5 TGF-P, HGF, IGF-I, B61/LERK-1, Flk-1, Flk-1/KDR, G-CSF, GM-GSF, TNF-a, 
MCP-1, IL-8, PD-ECGF,' Tie-1, Tie-2 und Thy-1 sowie die Verbindungen 
Paclitaxel und berivate, Epdthilon und Derivate. Auflerdem kommen in Frage 
die antiangiogenen Faktoren Endostatin, 16 kDa Prolactin Fragment. Fibronectin 
' Peptide, TIMPi ,2,3,4, PAI-1 und 2, PF4, IPM D, Gno-(3„.Angiopqetin ,2,^ Fumagillin 
10 (AGM1470), SCE (Shark Cartilage- Extract)7^Thromb.o.spqndin, Angiostatin 2- 
Methoxyestradiol urid Genisteih. - ' -i' v -T ■ : 

Als MRI-Dlaghostikum kommen Metallchelate von Lanthaniden wie z.B. Gd und 
15 Dy in Frage, abfer auch Elemente wie Mn oder supraparamagnetische Teilchen 
wie z.B. Magnetite Als Rontgendiagnostikum , sind mSglich jodhaltige 
Verbindungen wie z.B. triojodaronnaten, die z.B. aueh in Liposonnen verpackt 
sein konnen. Als Ultraschallkoritrastmittel sind einsetzbar Polymere oder andere 
partikulSre Einheiten, die' Gase enthalten .oder freisetzen. Als 
20 Nahinfrarotkontrastmittel sind Verbindungen. einsetzbar, die bevorzugt bei einer 
Welleniange von 600-1000" nm absorbieren. und/oder fluoreszjeren und z.B. 
langere konjiigierte Ketteh enthalten; - * 

Als Bruckenglieder kommen in Frage Kohlenwasserstoffketten, evtl. 
25 unterbrochen duirch oder substituiert mit Heteroatomen, Zucker, Peptide oder 
Oligonucleotide. 

Als Polymere geeignet sind dendrltlsche Polymere mit reaktiven Gruppen in der 
Aulienschale. z.B. Aminogruppen, wie sie in WG 93/14147, WO 93/12073, WO 
30 ■ 95/02008, WO 95/20619, WO 95/24221, WO 96/02588; EP 684044, EP 672703 
und US 5,530,092 beschrieben sind. Polysaccharide wie z.B. Dextran (vgl. EP 0 
326 226), Hydroxyethyist'arke, Polypeptide wie z.B. Polylysin,, das linear oder 
dendritisch aufgebaut sein kann oder Polynucleotide. 
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Als Wirkgruppe seien geriannt die Radionuklide der Ejemente Ag, As. At, Au, 
Ba. Bi; Br. C, Co. Cr. Cu. F. Fe. Ga, Gd, Hg. Ho., I. In,- Ir. Lu, Mn, N. O. P. Pb. 
Pd, Pt. Pm. Re. Rh. Ru. Sb, Sc, Se. Sm, Sn.Tb, Tc.oder Y. . 



• Fur die Wirkgruppe W'oder kommen auch in Frage . radio- oder 
photosensibilisierende Wirkgruppen wie Z:B. .Nitroimidazole pder Porphyrine. 

•■ Ais " Afzneimitten(Wc:'oder\^ seien, beispi.elhaft genannt Mercaptopurin, N- 
Methyl-Fdpmamidp:2;Aminor.1.3.4-thiadiazo!. . Melphalan, Hexamethylmelanin, 
Galliumnitrat, 3% Thymidin. Dichlormeti;iotrexat, Mitoguazon, Sumarin, 
Bromdeoxyuridin. loddeoxyuridin. Semustin, 1-(2-Chlorethyl)-3-(2.6-dioxo-3- 
piperidyl)-1-nitrosohamstoff, N.N'-Hexamethylen-bis-acetamid, Azacitidin, 
Dibromdulcitoi. Enwinia-Asparaginase. - .IfosfarTnid. 2-Mercaptoetliansulfonat. 
15 Teniposid. Taxol. 3-Deazauridin, - Idsiicher Baker's Folsaureantagonist. 
Homoharringtonin, Cyclo.Cytidin. Acivicin. ICRF-187, Spirornustin,' Levamisol. 
Chlorozotocin, Aziridinylbenzochinon. 3pirogermanium. Aclarubicin, Pentostatin, 
PALA, Carboplatin. Amsacrin. ,Caracemid. Iproplatin. MIsonidazol, Diinydro-5- 
azacytidin,- 4'-Deoxy-doxorubicin, Menogaril, Triciribinphosphat, Fazarabin. 
20 Tiazofurin, ' Teroxiron. ■ , Ethiofos.. N-(2-Hydrpxyethyl)-2-nitro-1 H-imidazol-1- 
acetamid, Mitoxantron. Acodazol, Amonafid. Fiudarabinphosphat, Pibenzimol. 
Didemnin B. Merbaron. Dihydrolenperon.. Flavon-8-essigsaure, Oxantrazol, 
ipomeanol, Trimetrexat, Deoxysperguaiin. Echinomyzin oder Dideoxycytidin. 

25 Als Chemotherapeutika seien beispielhaft. genannt Vinblastin. Doxorubicin. 
Bleomycin, Methotrexat, 5-Fluoruracil. 6-Thioguanin. Cytarabin. 
Gyclophosplioamid und vorzugsweise Cisplatin. 

Als Wirkgruppe geeignet sind weiterhin Wachstumsf^ktorenhemmer wie z.B. 
30 Anti-PDGF [z.B. Triazolopyrimidin (Trapidil®)]; Angiostatin, Endostatin, Anti- 
Proliferativa wie z.B. Golchizin. Angiopeptin, Estradipi oder Antisense- 
Oligonukleotide; Aptamer-Oligonukleotide; PTK-Blocker wie z.B. Quercentin, 
Genistein. Erbstatin. Lavendustin A. Herbimycin A oder Aeoplysinin-1 oder 
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synthethische PTl^-Blocker wie z.B. Tyrphostine, S-Aryl-Benylidenmalononitril- 
Verbihduihgen oder Ben27lidenmalononitril (BMN)-Verbindungen. 

Die Verknupfung der Wirkgruppen mit den Neoangiogenese-Markern erfolgt je 
nach Wirkgruppe in an sicli bekannter Weise. Dabei konnen auch geeignete 
Bruckeriglieder eingebaut 'sein, wie z.B. Diamine Oder Polyamine; Alkohole, 
Carbonsauren oder gehnischte Bruckengliederri aus Aminens Alkoiioien und/oder 
Carbonsaur^n. " • ,i • - ,,,, _ 

3o korinen Tyrosin-Kinase-Hemmer (PTK-Bloeker) -vom^Typ- der- Tyrphostine 
£b." tiber ihre phenoiisclien OH-Gruppeh an die Peptide>,von Neoipngiogenese- 
Markern gebund'en' werdeh, indem diese • zunSchst mit cyclischen Anlnydriden 
von aliphatischen und aromatischen DicarbonsSuren verestert werden und 
anschliefiend mit dem N-Terminus 'des Peptids amidverkniipft werden. 

Die Verlcriupfung voii Cisplatin an Neoahgiogenese-Marken erfolgt analog zu der 
von Bogdanov 6t al.*^ (Biocohjugate Ghem. 7 (1996) 144-149) beschriebenen 
Methode. ■ . 

Die zur Einfuhrung von WIrkstoffen durchgefuhrte Addition Oder Acylierung wird 
mit berivateh durchgefuhrt, di4 das gewOnschte Chelat eventuelj gebunden an 
eine Fluchtgi'uppe enthalten; Oder aus denen der ge'wianschte Substituent durcli 
die Reaktion generiert wird. Als Beispiele 'fur Additionsreaktionen seien die 
Umsetzung' von Isocyanaten und Isothiocyanaten genannt, wobei die 
Umsetzung von Isocyanaten bevorzugt in aprotischen- Solventien, z.B. THF, 
Dioxan, DMF, DMSO, Metiiylenchlorid bei Temperaturen zwisclien 0 und 100*'C, 
bevorzugt zwischen 0 und SO^C. gegebenenfalls unter Zusatz einer organischen 
Base wie' triethyiamin, Pyridin;: Lutidin, N-Ethyldiisopropylamin, N- 
Methylmbrphdlin, diirchgefuhrt wird.-Die Umsetzung mit Isothiocyanaten wird in 
der Regel in Losungsfnitteln wie z.B.- Wasser oder niederen Alkoholen wie z.B. 
Methanol, Ethanol, Isopropanol oder'deren Mischungen, DMF, oder Mischungen 
aus DMF und Wasser bei Temperaturen zwischen 0 und 100°C, bevorzugt 
zwischen 0 und 50°C, gegebenenfalls unter Zusatz einer organischen Base wie 
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■ Triethylamin, Pyridin, Lutidin, N-Ethyldiisoprppylamin, .N-Methylmorpholin oder 
Erdalkali-, Alkalihydroxyden wie z-B. ..- Lithium-, . Natrium-, Kalium-, 
Calciumhydroxyd oder deren Carbonate, wie z.B, Magnesiumcarbonat, 
' durchgefQhrt. . ^, . 

• ■^ • Beisplele fiir Acylierungsreaktionen sinid die Urnsetzung von freien 
Carbonsauren nach. den dem Fachmann.. bekannten Methoden (z.B. J. P. 
Greenstein et ai., Chemistry of the Amino Acids, John Wiley & Sons, N.Y., 1961, 
S. 943-5)/aIs vorteilhaft hat sich jedoch erwiesen, die Carboxylgruppe vor der 
10 ' Acy1ierun'gsreaktion:^n^eine -aW^^^ Form wie: z.B. Anhydrid, Aktivester oder 
" .Saurechlorid.zu ub'erfuhr^.n (z,B..E. 'Gross et al., .The Peptides, Academic Press, 
• '--^N.Y. 4979, vdl.'.1.:;S;65-314; N:F. Albertson, Org. React. 1962, 12: 157). 

Im ■Falie der Umsetzung mit Aktivester gei auf die dem Fachnriann bekannte 
15 Literatur (z.B. Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Georg Thieme 
Verlag, Stuttgart, Band E5, 4985. S. 633).veryviesen. Sie,,kann unter den oben 
fiir die Anhydridreaktion angegebenen Bjedingungen. durchgefuhrt werden. Es 
konnen aber auch aprotische Losungsmittel wie z.B. Methylenchlorid oder 
Chloroform verwendet werden. 

' Bei Saurechlorid-Umsetzungen werden nur aprotische Losungsmittel wie z.B. 
- MethyJenchioridi -Chloroform, Toluol oder THF bei Temp.eraturen zwischen -20 
bis 50**G, bevarzugt zwischen 0 und 30X, verwendet. Weiterhin sei auf die dem 
Fachmann vertraute Literatur (z.B. Houben-Weyl, Methoden der organischen 
25 Chemie, Georg Thieme Verlag, Stuttgart. Band, 15/2, 1974. S. 355-364) 
verwiesen. - - ^ . - , 

Schutzgruppen fiir Carboxylgruppen, die nicht reagieren sollen und wahrend der 
Umsetzung mit Wi.rkgruppen . oder Neoangiogenese-Markem kurzzeitig 
30 geschiitzt werden sollen, sind Ester mit niederen Alkoholen wie AlkyI-, Aryl- oder 
Aralkylalkoholen, z.B. Methyl-, Ethyl;, . Propyl-, Butyl-,' Phenyl-,. Benzyl-, 
Diphenylmethyl-, Triphenylmethyl-, bis-(p-Nitrophenyl)-methylalkohol sowie 
Trialkylsilylgruppen. • . 
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: • • Die gegeberienfatis gewunschte Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt nach den 
: dem Fachmann -bekannten Verfahren, z.B. durch Hydrolyse, Hydrogenolyse, 
alkalische Verseifung der Ester ^mit Alkali in walirig-aikoholischer Losung bei 
5 Temperaturen von P bis 50**C Oder im Fall von tert.-Butylestern mit Hilfe von 
• Trifluoressigsaure. ^ .. .. - : . 

Die Einfiihrung der gewunschten Metaliionen , in Chelate,, be! denen die 
Wirkstoffe einen Metallkomplex enthalteni erfolgt ;wie zlB: in (DE. 34 01 052 

10 beschrieben, indem man das MetallQxid 'Oderrein.* Metalfe^^ 

Acetat, Garbonat, Chlorid Oder Sulfat) des Eiementsin Wasser. und/oder einem 
niederen Alkohol (z.B. Methanol, Ethanol oder Isopropanol). :l6st Oder 
suspendiert und mit der Losung oder Suspension der aquivalenten Menge des 
• komplexbildenden Liganden umsetzt und anschlieftend, falls : gewunscht. 

15 . vorhandene acide Wasserstoffatome der Sauregruppen durch Katlonen von 
• - anorganischen und/oder-' organischen Basen, Aminosauren oder 
Aminosaureamiden substituiert. 

Die Einfuhrung der gewunschten Metallionen kann sowohl auf der Stufe der 
20 Komplexbildner, d:h:. vor "der- Kopptung an P oder W, . als auch nach der 
Kopplung der unmetallierteniLiganden erfolgen: ■ 

Die Herstellung der Verbindungen aus Formel II erfoigt .dadurch, dafi man 
Polymere; die reaktive Gruppen, z.B/- Aminogruppen, Hydroxylgruppen oder 

25 Carboxylgruppen enthalten, die zusatzlich noch aktiviert sein kohnen, zunachst 
. mit Neoangiogenese-Markern, die ebenfalls aktiviert . sein konnen und 
anschlieliend mit evtl. aktivierten .Wirkstoffen umsetzt. Beispiele fur aktivierte 
Carboxylgruppen sind Anhydride, p-Nitophenylester, N-Hydroxysuccinimidester, 
Pentafluorphenylester und Saurechloride. Ihre Herstellung und Umsetzung zu 

30 den Endprodukten ist dem Fachmann gelaufig. • / 

Die Herstellung der fur die Kopplung. an N und W benotigten und ierminale 
reaktive Gruppen, z.B. Aminogruppen, - tragenden Polymere kann im 
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allgemeinen von kauflichen bzw. nach oder analog literaturbekannter Methoden 
herstellbaren Polymeren; z.B. stickstoffhaltigen Kaskadenstartern,. wie z.B. 
Ethylendiamrn . oder Butylendiamin. erfolgen. Die Einfuhrung nachfolgender 
Generationen erfolgt nach Iiteraturbeka"nnten Methoden (z-B. J. March. 
5 Advanced Organic Chemistry, 3rd ed.. John Wiley &* Sons, 1985; 364-381) 
durch Acylierungs- bzw. Alkylierungsreaktionen mit die gewunschten Strukturen 
aufwelsenden geschutzten Annirien, die zur Bindung an den Kaskadenkern 
• c befahigte.. . funktionelle Gruppen wie z.B. Carbonsalirert, Isocyanate, 
' "^O ■ Isothiocyanate oderr^aktivierte ..Carbonsauren^ (wie /z.B. Anhydride, Aktivester, 
'•r:i*t1i!ib SaurechloFide)':bzw. Halogenide (wie z.B.:€hlGride,r Bromide, Iodide), Aziridin, 
Tt^n:^- Mesylate, : Tosylate Oder- anderei. dem-' Fachmann .bekanhte .Fluchtgruppen 
obo ' - enthalten.' ' - ./ • . , . ■ / • r;,'- 

neb - • •. • - . ^ . ■ ■ - ^ r ■ \ 

* ' . - pie Reinigung der Endverbinduhgen nach Fbrmel 11 erfolgt. gegebenenfalls.nach 
' 15- EInstellung des pH-Wertes durch Zusatz einepSaure oder-Base auf pH 6 bis 8, 
bevorzugt pH 7, vorzugswelse durch Ultrafiltration mit Membranen. geeigneter 
Porengrofie (z.B. Amicon®XM30, Amicon®Ym10.- Amicon®YM3) oder 
Gelflltration an z.B. geeigneten Sephadex®-Gelen. 

20 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft • Mittel enthaltend ein i.n Wasser 
gelostes, suspendiertes oder emulgjertes Neoangiogenese-Mgrker-Konjugat 
und die in der Galenik ubiichen Zusatze und Stabilisatoren. Die Konzentration 
des Konjugats im Mittel betragt je nach Anwendung 0,0001 bis 1 ,0 Mol/I. Sofern 
das Neoangiogenese-Marke'r-Konjugat als Wirkgruppe einen Komplex mit einem 

25 kurzlebigen Radioisotop tragt, werden die. entsprechenden Mittel als Kit 
bereitgestellt. wobei in einem* Behalter der:Neoangiogeo€ise-Marker gekoppelt 
an den metallfreien Komplexbildner vorliegt. Zu diesem Wird unmitjtelbar vor der 
Verabreichung das gewunschte* Radioisotop gegeben.^.- * ? 

30 Die Mittel werden bevorzugt systemisch,' .d;h; intravenos oden . intraarteriell 
appliziert. So eriaubt diese Applikationsart. dafl auch Metastasen oder solche 
Laslonen, die noch sehr klein sind und diagnostiseh nicht erfafit werden konnen, 
aber besonders gut z.B. • auf die Therapie mit Tyrosinkinasehemmern, 
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Antimetaboliten Oder ionisierender Strahlen ansprechen, gezielt erreicht werden 
konnen. 



Alternativ konnen die MitteL auch uber einen speziellen Katheter lokal an die 
Lasipn verbraclit , werden. Dadurch wird • kurzfristig eine mehr als . lOOO-fach 
hohere. Konzentration. gewunschten.Ort als nach intravenSser Applikation 
erreicht (Levitzki . 1 992, FASEB,6. 3275-3282) und eine weitere .Steigerung der 
Selektivitat erziejt. . 

Weitere Moglichkelten ergeben sich duFph .lpkaia VerabreiGbungsart^^ wierZ.B. 
interstitelle Injektion Oder die Verabreicliung direkt in einen Tumor. 

Die jeweils applizierte Menge richtet sich nach der jeweiligen Wirkgruppe und 
der Grpfte der Lasion. Ais orientierender oberer Grenzwert kann ein Wert 
angenommen werden, wie er auch bei Verabreichung des reinen Wirkstoffs 
verwendet werden wurde. Auf Grund des wirkungsverstarkenden Effekts sowie 
der Moglichkeit den Wirkstpff spezifisch {uber einen- Katheter) einzubringen, liegt 
die erforderliche Dosjis im .,allgeme.inen jedoch welt unter diesem oberen 
Grenzwert. 



Die nachfolgenden Beispiele dienen der naheren . ErISuterung des 
Erflndungsgegenstandes, ohne ihn auf diese beschr#nken zu wollen. 
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Beispiel 1 

Verknupfung von Erbstatin mit Paciitaxel 

Erbstatin wird umgesetzt mit Bernsteinsaureanhydrid' in aprotischen Solventien 
5 * wie THF unter Zusatz einer nukleophil-freien Base wie biispropyl-ethylamin. Das 

entstandene Ammoniumsalz des Bernsteinsaure-monophenylesters wird ohne 
■ weitere Aufreinigung mit Paciitaxel unter Zusatz von DCCI und N- 

Hydroxysuccinimid umgesetzt. Nach Abtrennung des ausgefallenen 

Dicyclohexylhamstoffs werden die fluchtigen Komponenten abgetrennt und das 
10 • Produktdurch Chromat^^ " ' ■ 

Beispiel 2 

Verknupfung von CarbbxyigriJppen enthaltenden Wirkstoffen mit Thy-1- 
15 AntikSrpem 

a) Herstellung von Antikorpem gegen Thy-1 

Die Herstellung von AntikonDem gegen thy-1 erfoigt wie in der Literatur 
beschrieben (Lee et aL; Giro. Res. 1998; 82:845-851). 

h 

20 b) Verknupfung von Carboxylgruppen enthaltenden Wirkstoffen mit Thy-1 - 
Antikorpern ' * ' 
Carboxylgruppen enthaltende Wirkstoffe werden in DMF -mit dem Thy-1- 
Antikorper unter Zusatz von DCCI und N-Hydroxysuccinimid (NHS) umgesetzt. 
Nach Abtrennung des ausgefallenen Dicyclohexylhamstoffs wird NHS durch 

25 Extraktion mit Bicarbonatlosung abgetrennt, das DMF abgezogen und das 
Produkt chromatographisch gereinigt. 

Beispiel 3 

30 Verknupfung von N',N',N"\N"'-Tetrakis(tert.-butyloxycarboxy-methyi)-N"- 
(hydroxy-carboxy-methyl)-diethylen-triamin mit Thy-1 -Antikorpern 
a) Herstellung von Antikorpern gegen Thy-1 

Die Herstellung von Antikorpern gegen Thy-1 erfoigt wie in der Literatur 
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beschrieben (Lee et al., Circ. Res. 1998; 82:845-851). 

b) NHS-Ester - des N',N',N'",N'"-Tetrakis(tert.-butyloxycarboxy-methyl)-N"- 
(hydroxy-carboxy-methyl)-diethylen-triamins 

10 mrhol N^N';N*",N'"-Tetrakis(tert.-butyloxycarboxy-methyl)-N"-(hydroxy- 
carboxy-methyl)-diethylenvtriamin und 10 mmol N-Hydroxy-succinimid werden in 
90 'ml absolutem DimethylfoiTnamid;.gel6st. AnschlieBend, tropft man 10 mmol 
Dicyclohexylcarbodlimid, gelost In 10 ml . absoluten .Dimethylformamid, zum 
Reaktlonsgemisch; Man ruhrt 30 min 'bei"jRaunitemperatLj.nii,filtriert und erhalt 
eine 0.1 molare Losung des NHS-Est6fe:' >Diese ? wlrd<. fiir die folgenden 
Kopplungsreaktionen ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. 

c) N-[N*,N',N"',N"'-Tetrakis (bydroxy-carboxy-nnethyl)-N"-(carboxy-methyl)- 
diethylin-triamino]-Thy^.1 -Antlkorper 

10 nig Thy-1-Antik6rper werden in -100 ml DMF in Losung gebracht. Unter 
Argonatmosphare tropft man 10 ml einer 0.1 molaren Losung, des NHS-Esters 
des ' 'N';N';N"',N'"-Tetrakis(itert.*butyldxycarboxy-methyl)-N"-(hydroxy-carboxy- 
miBthyl)-drethyleri-'triamins {hergestellt wie ufiter Belspiel 3a beschrieben) hinzu 
und ruhrt das Reaktidnsgemischf e h bel Raumtemperatur. AnschlieRend wird 
filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum verdampft. Zur Spaltung der tert.- 
Butyiester wird der weifte Ruckstand mit 150 mi eines Gemisches aus 
Trifluoressigsaure: Anisol: Ethandithiol (95:2,5:2,5) behandelt. AnschlieBend 
wird im Vakuum bei Raumtemperatur aufkonzentriert (ca. 15-20 mi). und auf 150 
ml absoluten Diethylether gegossen: Der weiBe Niedersciilag wird abgesaugt 
und durch Chromatographie an Kieseigel RP-18 aufgereinlgt. 

c) ln-111-Komplex des N-[N'.N',N"',N"*-Tetrakis-(hydroxycarboxy-methyl)- 
N"-(carboxy-methyl)-diethylen-triamino]-Thy-1 -Antikorper 
1 mg N-[N',N'.N"',N"'-Tetrakls- (hydroxy-carboxy-methyl)-N"-(carboxy-methyl)- 
dlethylin-trlamino]-Thy-1 -Antikorper (Beispiel 3b) wird in 1 ml 0.1 molarer 
Natriumacetat-Losung (pH=6) g6l6st und mit l mCi lndium-1 11-tri-chlorid- 
L6sung (Amersham) versetzt. "Man ladt das Reaktlonsgemisch 10 min bei 
Raumtemperatur stehen. Die Markierungsausbeute wird durch HPLC-Analytik 
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bestimmt und ist grofier als 95%.- ' . . j . . 

d) Yr90-Komplex des N-[N',N',N"',N'"-Tetrakis (hydroxy-carboxy-methyl)-N"- 
(carboxy-methyl)-diethylen-triamino]-Thy-1-Antik6rper ... » • 

. . 5 1. mg N-[N',N',N'".N"VTetrakis (hydroxy-carbOxy-methyl)-N"-(carboxy-methyl)- 
i-£c^i. -diethylen-triaminol-Thy-l-Antikorper (Beispiel. 3b) wird Jn 1 ml.-0.1 molarer 
ma. . Natriumacetat-Losung (pH=6)..gel6st und mit.,i mCi Yttrium-90-trichlorid 
, (Amersham) .versetzt. -Man ladt das . Reaktionsgemisch 10 : min bei 
?.rh? ■ Ratjmtemperaturstebea/-Die -M durch: HPLC-Analytik 

obrio/ . bestimmt und-ist gtSfter 94?/^ . • ■ 

e) Rhenium-186- N-[N',N',N'",N"'-Tetrakis (hydroxy-carboxy-methyl)-N"- 
ivrU •(carboxy-methyl)-'diethylenrtriamino]-Thy.-1-Antik6rper 

1 mg N-[N\N\N"\N"-Tetrakis {hydroxy-carboxy-methyl)rN'-(carboxy-nriethyl)- 
15 diethylen-triamino]-Thy-1-AntiKorper in 600 |jl Phosphatpuffer .(Na2HPQ4, 0,5 
. mol/l, pH=8,5) werden mit 100. pi einer O.IS .molaren. Trinatriumcitratdihydrat- 
Losung, 500 pCi 186-Perrhenat-L6sung und abschliefiend mit 5 |jh einer 0.2 
molaren Zinn(ll)chlorid-Dihydratl6sung versetzt. . Man .inku :10 min bei 
Raumtemperatur. Die Analytik der Markierung.erfoigt mittejs HPLC. , 
20 • • - : . . ^: • I \ 

. Beispiel 4 v ' . : . r ^ 

. Technetium-99m«markierter Thy-1-Antik6rper - . - .:. 

a) 'Herstellung von Antikprpern gegen Thyri . . • 
25 Die Herstellung von Antikorpern gegen Thy-1 erfolgt wie . Iq der Literatur 

beschrieben (Lee et a!., Circ. Res. 1998; 82:845-851). 

b) DTPA-T.hy-1,. . ^ 

Eine Losung von 50 mg Thy-1-Antikorper in 50' ml Wasser .wird mit 1 N 
30 Natronlauge auf einen pH-Wert von 9.5 eingestellt. Anschliefiend. gibt man 
DTPA-Monoanhydrid-monqethylester hinzu, wobei der pH-Wert der 
Reaktionslosung durch Zugabe von 1 N Natronlauge konstant bei 9.5 gehalten 
wird. Nach beendeter Zugabe wird nocii 15 Minuten bei Raumtemperatur 
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. nachgeruhrt und anschlieBend der pH-Wert der Reaktionslosung durch Zugabe 
von 32%iger Natronlauge. auf 11,5 eingestellt. Nach einer.Reaktionszeit von 12 
Stunden bei., Raumtemperatur wird mit .destilliertem Wasser auf ein 
Gesamtvolunnen von 200 ml aufgefullt. Die so erhaltene ProduktiSsung wird 
dreimal mitteis einer YM3-Ultraflltrationsmembran (cut-off. 3000 Da; .Amicon®) 
gegen destiiliertes. Wasser ultrafiltriert. Der verbleibende Ruckstand wird mit 
entionisiertem; W.assep auf ein Volumen von -5.00 ml aufgefullt und .die wSlirige 
Produktlosung gefriergetrocknet. . • . • ; ■. r' : , . : , 

c) . T6Ghn©tiumT99m-DTl!?A-TbyT,1-A^tlk6rp.er•:^8;^' ..--ic , 
1 mg-.DTPA-Thiyrl-Antikorper in 600 pi Rhos^hatpuffer (Na2BP04, 0,5 mol/l, 
pH=8,5) warden mit 100 pi ein?r 0.15 moiaren. TrinatrtumcitFatdihydrat-Losung, 
500 pCi 99m-Perteciinetat-L6sung und abschiieftend mit 5 pi einer 0.2 moiaren 
Zinn(ll)chlorid-Dihydratl6sung versetzt. Man inkublert 10 min bei 
Raumtemperatur. Die Analytik der Markierung erfolgt mitteis HPLG. 

Beispiel 5 < " 

Jodmarkierter Thy-I-Antikorper 

a) Herstellung von Antik6rpem ,gegen..Thy-1; : 

Die Herstellung . von Antikorpern; gegen Thy^l erfolgt wie in der Literatur 
-beschrieben (Lee etal... Circ.rRes. 1998; .82:845-851 ). - . . .. 

b) Jodmarkierung von Thy-1 -Antikorpern 

Die Markierung von Antikorpern mit radioaktivem Jod (1-123, 1-125 Oder anderen 
Jodisotopen) ist.dem Faclimann geiaufig. 

Beispiel 6. 

" ■ i ' 

Polymer mit Metallkornplex und Thy-1 -Antikorper 
a) Herstellung des Polymers * - . _ . 

Ein • Kaskadenpolymer erhalten ; aus Diaminobutan und nachfolgender 
Umsetzung. mit Vinylcyanid mit 32 terminalen Aminogruppen wird in WO 
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93/14147, WO 93/12073, WO 95/02008, WO ^95/20619, WO 95/24221, WO 
96/02588, EP 684044, EP 672703 Oder US 5,530,092 beschrieben hergestellt 
Oder ^ altemativ - kauflich erworben (Firma DSM, Niederlande), 

' 5 b) Kopplung des Metallkomplexes • ' 
L Bin. aktiviertes' Chelat auf der Basis* von- Cyclen, Gly-Me-DOTA (10-[1- 
:rii^i-^ vv Carboxymethylcarbamoyl)-ethyl]-1 .4,7,10-tetraa2acyclododecan-1 ,4,7- 

triessigsaure-tri-tert-butylester) mit drei durch » tert.-Butyigrlippen Qeschutzten 
Carboxylgruppen wird wie in DE 3938992 beschrieben mit dem Polymer 
10 umgesetzt. Die Reaktiorr der Aminogruppen rnit der Carboxylgruppe von Gly- 
\^ofr ■ ' Me-DOTA erfolgt "dab'el 'durcH Vernriittjung Von D Es wird 

2nv^' . darauf geaehtet, daR> die molare Menge an Gly-Me-DOtA so gewahit wird, dali 
^e xi . ^ .nicht aile derivatisierbaren Aminogruppen des Polymers ^umgesetzt werden. 

15 c) Kopplung des Thy-1-Antikbrpers > » * -'^-y ' 

Der in Beispiel 2a hergestellte Thy-1-Antik6rper wird mit der in Beispiel 6b 
erhaltenen Verbindung unter Vermittlung von Dicyclohexylcarbodiimid in 
Analogie zur Umsetzung mit dem Chelatbildner umgesetzt. 

20 Aiternatlv konnen der Chelatbildner und der Thy-1-Antik6rper auch in einem 
Schritt mit.dem Polymer umgesetzt werden, wobei darauf zu achten ist, dafl die 
molaren Mengen der beiden .Reaktanden so gewahit werden, dafi sie kleiner 
sind als die Summer der molaren Menge an derivatisierbaren Aminogruppen 
des Polymers. v. ' 

25 * ' ' ■■• ■ ^ . 

d) Technetium-99m- Gly-Me-DOTA-Thy-1 -Antikorper-Polymer-Konjugat 
Die Markierung der in Beispiel 6c erhaltenen Verbindung mit radioaktivem 
Technetium-99m erfolgt wie in Beispiel 4c beschrieben. Dabei werden 1 mg Gly- 
Me-DOTA-Thy-1 -Antikorper-Polymer-Konjugat in 600 pi Phosphatpuffer 
30 (Na2HP04. 0.5 mol/1, pH=8,5y mit . 100 :p\ einer 0.15 molaren 
Trinatriumcitratdihydrat-Losung, 500 pCi 99m-Pertechnetat-Losung und 
abschliedend mit 5 pi einer 0.2 molaren Zinn(ll)chlorid-Dihydratl6sung versetzt. 
Man inkubiert 10 min bei Raumtemperatur. Die Analytik der Markierung erfolgt 
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Beispiel 7 i i . 

Diagnose von Tumoren mitteis Gammakamera 

Narkotisierte welBe Neuseelander-Kanlnchen (3-4 kg) mit implantierten 
Tumoren (VX2) erhalten eine intravenSse Injektion .einer Losung von Rhenium- 
1 86- N-[N',N',N'",N'"-Tetrakis (hyclroxy-carboxy-methyl)-N"-(carboxy-methyl)- 
diethylen-triamino]-Thy-1-Antikorper mit. einer Aktivitat von 10 MBq in einem 
Volumen von 1 ml. Ober einen Zeltraum von 1h, nach 2, 4, 6, 8, 12 und 24 
Stunden werden Szintigramme mit .einer: . handelsGbiichen Gammakamera 
angefertigt. Die Tumoren werden anhand der erhohten Strahlungsintensitat 
identifiziert. 
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1. Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel (I) bis (IV) 

5 N.{U.w^)n ' ' or 

'^^^'^'^ ^ (N-L^)„-Z-(L2-W% ^ ' (II) 



' ^ ^ ^ ' • - [(N^-t'^)n^P']o - Z - [PML''-'W^)m]^ (III) 
I(N-^li*j;.P%-R.Q (IV) 



worin 

N fur einen Neoangiogenese-Marker-Rest abgeleitet von Neoangiogenese- 
15 Markern, Neoangiogenese-Marker-Teilsequenzen, Neoangiogenese-Rezeptor- 
Agonisten Oder Antagonisten oder Antikorpern bzw. Fragmenten von 
Antikorpern steht, 

L\ fur eine direkte Bindung oder ein Bruckenglied steht, wobei C und auch 

identisch sein konnen, 
Z20 fur eine Zentraleinheit, z.B. ein Kohlenstoff-, Stickstoff-, Phosphor-, Sauerstoff-, 

Schwefelatom, eine AlkyI- oder Aryigruppe, die von Heteroatomen unterbrochen 

Oder mit Heteroatomen substituiert sein kann, und die linear oder verzweigt sein 

kann, 

P\ fiir Polymere steht, die verschieden oder gleich sein konnen und zu 
25 Verknupfungen mit L\ bzw. Z, R und Q durch die Anwesenheit funktioneller 
Gruppen geeignet sind. 

fur eine Wirkgruppe steht, die ein Diagnostikum oder Therapeutikum darstellt, 
wobei das Diagnostikum ein MRI-. RSntgen-, Ultraschall- oder Nahinfrarot- 
Kontrastmittel darstellt und das Therapeutikum eine radio-oder 
30 photosensibilisierende Substanz, ein Chemotherapeutikum, einen PTK-Blocker, 
Wachstumsfaktorenhemmer, ein Anti-Proliferativum oder einen Antikorper, ein 
Antikorperfragement, Peptid, Kohlenhydrat oder Oligonucleotid darstellt, 
fur eine Wirkgruppe steht, die ein Diagnostikum, d.h. ein MRI, Rontgen-, 
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Ultraschall- oder Nahinfrarot-Kontrastmittel darstellt oder ein Radionuklid der 
Elemente Ag, As. At, Au, Ba, Bi, Br, C, Co, Cr, Cu, F, Fe, Ga, Gd, Hg, Ho, I, In. 
Ir, Lu, Mn, N, O, P, Pb, Pd, Pt; Pm. Re, Rh. Ru, Sb, Sc; Se, Sm, Sri. Tb. Tc oder 
Y enthalt oder die abgeleitet ist von einer radio-oder photosensibilisierenden 
5 Substanz, einem' Arzneimittel, bevorzugt einem Chemotherapeutikum, einem 
Zytostatikum, einem PTK-Blocker. einem Waclistumsfaktorenherhmer oder 
einem Anti-Proilferativum, 
R. Q fur Bruckeriglieder steheri, die so beschaffen slnd.^dali die Bindiirig im KSrper 
~ aufgespalten werden kann; wobei R-Q bevbrzfcigt -eirle Dlsutfidgruppe oder eine 
10 Amid-, Ester-, Anhydrid, Thioamid-', Thioaninydrid- b^^ 
n bevorzugt fur die Ziffern 1 bis 100 steiit,-'^" '- i" "" -.'-<" . .: 
m bevorzugt fur die Ziffern 1 bis 100 steht, 
0 bevorzugt fui" die Ziffern 1 bis 100 stefit, ' 
p bevorzugt fur die Ziffern 1 bis 100 steht, j - 

15 

als Diagnostikum und/odier als Therapeutikum zur . Diagnose und/oder 
Befiandiung von TumorenV - . 

2. Verweridurig nacli Anspriich .1, wdriri der Nieoangiogenese-Marker ein 
20 Antikorper oder ein single-clnain Fragment- oder i5slicher }-ekombinanter 

Rezeptor bzw. Substrat Ist, welche sich richtet gegen VEGF(-A,-B,-C.-D), gegen 
PIGF, aFGF, bFGF. PDGF, TGF-a, TGF-0, HGF. IGF-I, B617LERK-1 F1k-1 , Flk- 
1/KDR. G-CSF, GM-CSF, TNF-a, MCP-1. IL-8, PD-ECGF, Tie-1. Tie-2 und Thy- 
1 sowie die Verbindungen Paclitaxel und Derivate, Epotinilon und Derivate. 
25 ■ ■ ■ ■ ■ " •• • • : 

3. Venrt/endung nach einem der vorhergehenden Ansprdche,' ' worin der 
Neoangiogenese-Marker die antiangiogenen Faktoren Endostatin. 16 kDa 
Prolactin Fragment, Fibronectin Peptide, TIMP1 ,2,3,4, PAI-1 und 2, PF4, IP-10, 
Gro-p, Angiopbetin 2; Fumagillin (AGM1476), SCE (Shark Cartilage Extract), 

30 Thrombospondin, Anglostatin, 2- Methoxyestradioi und Genistein sind. 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, worin die Wirkgruppe 
einen Alpha-, Beta- und/odei- Ganrima-Strahler, Positronen-Strahler, Auger- 
Elektronen-Strahler, Rontgen-Strahler und/oder einen Fluoreszenz- Oder 
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. Phosphoreszenz-Strahler enthalt. 

5. Vepwendung nach einem der vorhergehenden" Anspruche, worin die Wirkgruppe 
ein Radionuklid der Elemente Ag, As, At. Au, Ba, Bi; Br, C, Ca, Cr, Cu, F, Fe, 
5 ; Ga, Gd, Hg, Ho, I, In, Ir, Lu. Mn. N. O, P, Pb, Pd, Pt, Pm. Re, Rh., Ru. Sb, Sc, 
. Se, Sm, Sn, Tb, Tc oder Y enthalt. 

''.*■■* 

^;•.q]*^.6. Verwendung nach einern der, vorhergehenden •^.AnsprQche, worin die 
o !is ^.v Wirkgruppen sich. ableiten yon eingm Metallkomplex ,eines Radionuklids der 
10 . Elemente:Ag,-AS:,:-^u,rBJv'.CMo^^ Hg, Ho,. In, Ir; Uu, Pb, Pd, Pm, Pr, Re, Rh, 
Ru, Sb, Sc, Se, Sm, Sn, Tb, Tc oder'Y.' 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 4 bis =6, worin das Radionuklid ^®^Re, 
^^Yoder^'^lnist 

15 

8. Verwendung nach einem der vprhergehenden Anspruchey wpberder Wirkstoff W 
eine radiosensibilisierende Verbindung darstejlt. - . . i 

9. Verwendung nach einem der vorhergehpnden . Anspruche, wobei der Wirkstoff W 
20 ein Nitroimldazolderivat darstellt. . . , 

10. Verwendung nach eineni der ypfhergehenden Anspruche, wobei der .Wirkstoff W 
eine photosensibi.lisierende Verbindung:,darstellt. • 

251 1. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der Wirkstoff W 
, ein Porphyrinderivat darstellt. 

12, Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das 
Arznejmittel ein Chernotherapeutikunri, ein Zytostatikum, ein PTK-Blocker, 

30 Wachstumsfaktorenhemmer oder Anti-Proliferativum ist. 

13. Verbindung gemali allgemeiner Forme! (I) bis (IV) aus Anspruch 1, worin die 
Wirkgruppe W^ oder W^ Vinblastin-, Doxorubicin-, Bleomycin-, Methotrexat-, 5- 
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Fluoruracil-, 6-Thioguanin-, Cytarabln-, Cyclophosphamid- Oder ein Cisplatin- 
. Rest ist. ...... 

14. Verbindung gemaft allgemeiner Formal (I) bis (IV) aus Anspruch 1, worin die 
5 . Wirkgruppe ,oder sich ableitet von einem Quercentin-, Genistein-, 

Erbstatin-, Lavendustin A-, Herbimycin A-, Aeoplysinin-1-Tyrphostine-. S-Aryl- 
• •, Benzyiidenmaiononitril- Oder Benzylid.enmalononitril-Rest. 

15. Verbindung gemaB allgemeiner Fonmel (I) bis (IV) aus Anspruch 1, worin die 
10 : VVirkgruppe Vy^. oder yy?-. sicli ableitet vpp.,ejoePi),fMercapt.opurin-, N-iyietliyl- 

Formamid-, 2rAnfiino-1 ,3,4-thiadia2o!:, - • .Melp.halan-. , Hexanietliylmelanin-, 
Galliumnitrat-,. 3% • .Tliymjdin-, . Pichlqrmetlnotrexat-, , Mitoguazpn-, Sumarin-, 
Bromdeoxyuridin-, loddeoxyuridin-, Semustin, 1-(2-Chlorethyl)-3-(2,6-dioxo-3- 
piperidyl)-1-nitrosohamstoff-, N,N'-Hexamethylen-bis-acetamid-, Azacitidin-, 
■ :.A5. ,,Dibronridulcitol-, Enwinia-Asparaginas.e-, ; Ifosfarnid, 2-Merc.aptoethansuifonat-, 
Teniposid-, Taxol-, 3-Deazauridin-, Foisaureantagonist, Homoharringtonin-, 
Cyclo-Cytidin-, Acivicin-, ICRF-187-, Spiromustin-, Levamisol-, Chlorozotocin-, 
. Aziridinylbenzochinon-, . Spirogermanium-, Aclarubicin-, Pentostatin-, PALA-, 
Carboplatin-, Amsacrin-, Caracemid-, Iproplatin-, Misonidazol-, Dihydro-5- 

20 . azacytidin-,.4'-Deoxy-doxprubicin-, Menogaril-, Triciribinp.hosphat-, Fazarabin-, 
Tiazofurin-, Teroxiron-. Ethiofos-, , .NT(2-Hydroxyethyl)-2-nitro-1H-imidazol-1- 
acetamid-, Mitoxantron-, Acodazol-, Amonafid-, Fludarabinphosphat-, 
Pibenzimol-, Didemnin B-, Merbaron-, Diiiydrolenperon-, Flavon-8-esslgsaure-, 
Oxantrazol-, Ipomeanol-, Trimetrexat-, Deoxyspergualin-, Echinomyzin oder 

25 einem Dideoxycytldin-Rest. 

16. Verbindung gemad allgemeiner Formel (I) bis (IV) aus Anspruch 1, worin die 
Wirl<gruppe oder sich ableitet von einem Anti-PDGF oder einem 
Triazolopyrimidin. 

30 

17. Verbindung gemali allgemeiner Formel (I) bis (IV) aus Anspruch 1. worin die 
Wirl<gruppe oder sich ableitet von Colchizin, Angiopeptin, Estradiol oder 
einem ACE-Hemmer. 
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18. Verbindung gema(i allgemeiner Formel (I) bis (IV) aus Anspruch 1, worin die 
Wirkgruppe W'' oder sich ableitet von Simvastatin oder Probucol. 

519 Therapeutische Mittel enthaltend ' eine ' Verbindung nach' einenn der 
• * * vorangehenden Anspriiche gel6st, iemulgiert oder -suspendiert in einem 
Medium, bevorzugt einem- walirigen Medidm mit 'den 'in der Galenik ubiichen 
Hilfsstoffen, ZusStzen und/oder Stabilisatoren. 

*-V^''-^(20. Verfahi-en^'zU der allgemeirien Formel (l-iV) 

' ■ genriafi Anspruch ''1 . dadurch gekennz^ichnet, dali Sin Neoangiogehese-Marker 

.-nnar- . an ein Diagnostikunri bder Therapeutikunn^''g^^ > }■ ' • 

21. Verfahren^ zur Herstellung von Verbindungen der aligemeinen^ Formel (1-1 V) 
15 gemali Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafj ein Neoangiogenese-Marker 

uber ein Bruckenglied an einen Wirkstoff ^ekoppelt wird,' - ' 

22. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeirien Formel '(ll-IV) 
gemali Anspruch 1. • dadurch gekenhzeichnet/' dafi ein oder mehrere 

20 Neoangibgbnese-Marker und eiri oder mehrere Wirkstoffe an ein gemeinsames 
Tragermolekul gekoppeft werden. - • ' 
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(US); YU DONG FANG (US); WALLACE TECH INC) 
18 September 1997 (1997-09-18) 
page 14. line 21 -page 15. line 11 

exaunple 1 

claims. 1,4-11 
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The International Searching Authority has established that this international 
application contains multiple (groups of) inventions as follows: 

■ 1. eiaimni3s.:1,2;4-8, 12. 19-21" ' " 

' Use of conjugates consisting of thy-1 antibodies ,and diagnostic .1 
active gi'oupis for diagnosing tumors, said diagnostic active groups 
; being chosen fbm the following: iodine- 12^^^ 

cornplex'of one of the following mietali: mdium-1l i^^^^^^^^^^ rhenium- 
•■• 186,te6hrietium-99. - ' ■•^■^Vr'pui:r: , -.• . • . 

• 2. Claim nbs.: 1, 2,4-8, 12; 19-21' ' ' - ■ - ' " ■• ' ' 

Use of conjugates consisting of Thy-1 antibodies and therapeutic , 
active groups for diagnosing tumors, said therapeutic active group4 
being chosen from the following: iodine-1 23, iodine-125 or a 
complex of one of the following metals: indium-1 1 1 , Y-90, rhenium- 
186, techhetium-99, - 

./ / 3, Claim nos.:1J2,'12,'y4^hQ^2i'- • ' 

Use of conjugates cdnsisting'of erbstatin and paclitaxel for treating 
tumors. 
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Continued from field 1,2 

Claim nos,: 3, 9-11, 13, 15-18, 22 ./^ V . ^ 

Patent claim nos. 1-22 relate to a disproportionately large number, of possible 
compounds/products. These claims actually cover so many options and possible 
permutations that they are so unclear and so imprecise within the meaning of 
PCT Article 6 that a meaningful search is' imppssible. The search-was therefore 
restricted tothose parts of the .d^ can be considered clear and precise, 

namely.the cqmpdunds^ the examples of ernbodiments (Th-1 

antibodies - Vadionuclide cohjiiga^^ and (erbstatin-paclitaxel' conjugates). Only 
the items which were adequately disclosed in the description and supported by 
the description are listed under the objection as to the lack of uniformity of the 
invention. 

Claims which vjere not searched completely: 1 , 2, 4-8, 12, .14, 10^21 
blaims which were not searched; 3, 9-1 1, 13, 15-18, 22^.! ' , 

The applicant is advised that patent claims or parts of patent claims relating to . 
inventions for which no international search has been established cannot 
normally be the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 
66.1(e)). As a general rule, the EPO in its capacity as the authority entrusted with 
the task of carrying out an international preliminary examination yvill not conduct.^ 
a preliminary examination for subjects in respect of which no search has been 
provided. This also applies to cases where the patent claims were amended after 
receipt of the international search report (PCT Article 19) or to cases where the - 
applicant presents new patent claims in keeping with the PCT Chapter II 
procedure. 
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INTERNATIONALER RECHERCHE>fBERICHT 

r > ^ ' ., ... ;f ^ ; \ ^- ■ , Intemalionates AlctanzeichenPC T^P 99 i07198 

WEITERE ANQABEN PCT/ISA/ 21Q 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung roehrere (Gruppen von) Erflndungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1,2,4-8,12,19-21 

Verwendung von Konjugaten aus Thy-1 Antikorpern und . o 

diagnostlschen, Wirkgruppen zur Diagnose von Tumoren, wobei n/j 
die di agnostlschen iHi rkgruppeij ausgewahl t ,werden aus - 
Iod-123, Jod-125, pd^er einem Komplex eines der folgenden . ^ 
J^etalle:) Indium-Ill, r Y-90, Rhenium-186^ , T^chnetiuiihr99- , ^ ( . ^ 

2. Anspruchft:/ 4,2, .4-8. ,.12, 19-21 .". s-. i. •;1^'»;jV?rir,}.r'7.:,- ' y'^ 

Verwendung von Konjugaten aus Thy-1 Antikorpern und 
therapeutische Wirkgruppen zur Behandlung von Tumoren, wobei,," ' j 
die therapeutischen. Wirkgruppen ausgewahit werden aus i-- 
Iod-123, Jod-125,>oder,^ Joined Kompiex einer der folgenden 
Metalle: Indium-Ill, Y-90, Rheniuro-186, TechnetiuiB-99. 

3. Anspruche: 1,2,12,14,19-21 

: ■ ■ ^^- . . ! .<■■ . ■ ':■ .:■ . • 

Verwendung yon . Konjugaten aus Erbstatin und Paclitaxel zur 
Behandlung von Jumoren . 
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Fortsetzung von Feld I;2 
Anspruche Nr.: 3,9-11,13,15-18,22 



Die geltenden Patehtanspruche 1-22 beziehen sich auf eine 
unverhaltnismaBlg groBe Zahl moglicher Verbindungen/Produkte. In der Tat 
umfassen sie so viele Wahlmoglichkeiten^ und mogliche Permutationen, daB 
sie Im Sinne-von 'Art*^'6 PCT in eineni solchen MaBe unklar und zu 
weitlaufig igfefaflt ersGheinen^aTs -daB sie eine sinnvolle Recherche 
ermoglichten. Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche 
gerichtet, die als klar und knapp gefaBt gelten konnen, namlich 
Verbindungen, die In den Ausfuhrungsbeispielen^angegeben sind^(Th-l 
Antikorpern - Radionuclide Konjugate) und (Erbstatin-Paclltaxel 
Konjugate). . ; ' ' - ■ * * 

Unten dem EInwand mangelnder Einheitllchkeit der Erflndung sind nur die 
Gegenstande aufgeftihrt Worden, die aiisreichend it) der Beschrelbung 
offenbart und von den Beschreibung gestutzt werdeh. 

Unvoll standi g Rechercherte Anspruche: 1,2, 4-8,12,14,19-21 
Nicht Rechercherte Anspruche: 3,9-11,13,15-18,22 

Der Anmelder wird darauf hlngewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erflndungen, fur die kein Internatlonaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mlt der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also In der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
International en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verf ahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpriiche vorlegt. 
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